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１２１０００

摘　要:目的　探究SFTSVＧNSs基因的结构和功能以及病毒在感染细胞过程中与宿主的相互作用,通过构建SFTSVＧ
NSs真核表达载体SFTSVＧNSsＧFLAG,并将其转染进２９３细胞内,为进一步研究SFTSVＧNSs基因的结构和功能奠定基础.

方法　利用 RTＧPCR 扩增SFTSVＧNSs基因序列并测序,并将纯化得到的SFTSVＧNSscDNA 片段连接到pFLAGＧCMVＧ３载

体,通过EcoRI/BamHI双酶切鉴定重组质粒.将重组表达体pSFTSVＧNSsＧFLAG 导入２９３细胞中,共聚焦显微镜下观察

SFTSVＧNSs在细胞中的定位、WesternBlot检测SFTSVＧNSs蛋白在２９３细胞中的表达情况.结果　成功克隆测序SFTSVＧ
NSs基因;成功构建SFTSVＧNSs真核表达载体pSFTSVＧNSsＧFLAG,并将其转染到２９３细胞中.在２９３细胞中的表达检测结

果显示共聚焦显微镜下观察重组体主要集中在细胞质中,并形成类包涵体样结构;且 WesternBlot检测结果显示SFTSVＧNSs
蛋白在２９３细胞中表达.结论　为进一步研究SFTSVＧNSs基因的结构和功能以及病毒在感染细胞过程中与宿主的相互作

用提供新思路.
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Abstract:NSsproteinisanonＧstructuralproteinencodedbyBunyavirusSRNAandplaysanimportantroleinthereplicaＧ
tioncycleofSeverefeverwiththrombocytopeniasyndromebunyavirus(SFTSV)．ThereforeitispossibletoexplorethestrucＧ
tureandfunctionoftheSFTSVＧNSsgeneandtheinteractionoftheviruswiththehostduringinfectionofthecell．Toconstruct
SFTSVＧNSseukaryoticexpressionvectorpSFTSVＧNSsＧFLAGandtransfectitinto２９３cells,whichlaysafoundationforfurＧ
therstudyofthestructureandfunctionofSFTSVＧNSsgene．TheSFTSVＧNSsgenesequencewasamplifiedbyRTＧPCRandseＧ

quenced．ThepurifiedSFTSVＧNSscDNAfragmentwasligatedintopFLAGＧCMVＧ３vector,andtherecombinantplasmidwas
identifiedbyEcoRI/BamHIdoubledigestion．TherecombinantexpressionpSFTSVＧNSsＧFLAGwasintroducedinto２９３cells．
ThelocalizationofSFTSVＧNSsincellswasobservedunderaconfocalmicroscope．TheexpressionofSFTSVＧNSsproteinin
２９３cellswasdetectedbyWesternBlot．TheSFTSVＧNSsgenewassuccessfullyclonedandsequenced．TheSFTSVＧNSseukaryＧ
oticexpressionpSFTSVＧNSsＧFLAGwassuccessfullyconstructedandtransfectedinto２９３cells．TheexpressionoftheexpresＧ
sionin２９３cellsshowedthattherecombinantgroupwasmainlyconcentratedinthecytoplasmandformedatypeofinclusion
bodyＧlikestructureaunderconfocalmicroscope．WesternBlotanalysisshowedthatSFTSVＧNSsproteinwasexpressedin２９３
cells．ThisstudyprovidesanewwaytofurtherstudythestructureandfunctionoftheSFTSVＧNSsgeneandtheinteractionof
theviruswiththehostintheprocessofinfectingcells．

Keywords:severefeverwiththrombocytopeniasyndromebunyavirus(SFTSV);vectorconstruction;２９３cells;expression

Supportedbythe NaturalScienceFundProjectofLiaoning
Provinial Science and Technology Department (No．
２０１５０２０３４０)

Correspondingauthor:LiYongＧgang,Email:lygjo＠hotmail．
com

０８２



　　近年来,我国新发现了一种新型布尼亚病毒,经
蜱传播,其临床表现主要为发热、血小板和白细胞减

少、胃肠道症状以及淋巴结肿大,严重时还会引起器

官衰竭,故将此病毒命名为发热伴血小板减少综合

征布尼亚病毒,该病毒引起的疾病称为严重发热伴

血小板减少症(SFTS),是一种人兽共患病[１].该病

毒被世界卫生组织列为引起严重发热的最危险病原

体,其死亡率为１２％~３０％,同时伴有特征性血小

板减少症[２].然而,目前还没有针对此种病毒的抗

病毒药物或者疫苗,另外该病毒在人类中的发病机

制及病毒与宿主的相互作用在很大程度上仍未可

知[３].布尼亚病毒是最大的动物病毒家族之一,大
约有３５０种病毒,其中大多数是虫媒病毒,由节肢动

物或啮齿动物传播.不同的布尼亚病毒感染者表现

出一系列轻度至重度疾病,即发热性疾病,脑炎,出
血热和急性呼吸道疾病[１].由于宿主的广泛性和物

种的多样性,布尼亚病毒引起了广泛的关注.
研究 表 明,SFTSVＧNSs 是 一 个 强 的 干 扰 素

(IFN)拮抗剂,其可以阻断SFTSV感染细胞中IFN
生成并且 NSs是病毒毒力的主要决定因素[４Ｇ９].一

些专家学者尝试产生缺乏 NSs结构的缺陷型病毒

以促进该发病机理的研究及开发新的候选疫苗,以
防止 这 种 重 要 的 新 兴 病 原 体 的 传 播.NSs 在

SFTSV病毒复制周期中具有重要作用,而该病毒在

人类中的发病机制及病毒与宿主的相互作用仍不十

分明确,本研究通过克隆SFTSVＧNSs基因,构建其

真核表达质粒以及检测其在细胞中的表达,为进一

步研究SFTSVＧNSs基因的结构和功能奠定基础.

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂

１．１．１　病毒与细胞　本实验所用的SFTSV 由中国

医学科学院微生物所馈赠,２９３细胞株购于北京协

和医学院细胞中心.

１．１．２　 主要试剂 　 内切酶 EcoRI酶、XhoⅠ 酶

(ThermoScientific);反转录试剂盒、DH５α感受态

细胞等(TaKaRa公司);TRIzolReagentLS(AmbiＧ
on);质粒DNA 中量试剂盒(美国 Axyprep公司);

DMEM 培养基、胎牛血清(美国 Gibco公司);抗

FLAG单克隆抗体(Sigma公司);AlexaFlour５９４
goatantiＧmouseIgG (H ＋ L)、HRPＧgoatantiＧ
mouseIgG (H＋L)(Invitrogen公司)等.

１．２　SFTSVＧNSs基因真核表达载体的构建

１．２．１　引物设计与合成　根据 GenBank提供的

SFTSVＧNSs序列,运用Premier５．０软件,进行引物

的设计.设计引物时,选取合适的酶切位点,设计真

核表达重组质粒的引物见表１.

表１　新布尼亚病毒SFTSVＧNSs基因真核表达引物

Tab．１　EukrainianvirusSFTSVＧNSsgeneeukaryotic
expressionprimer

名称 序列 产物长度/bp

SFTSVＧNSsR
(BamHI)

CGGGATCCTTAGACCTCCTＧ
TCGGGAGGTCACCAATG

８７７

SFTSVＧNSsF
(EcoRI)

CGGGATCCTTAGACCTCCTＧ
TCGGGAGGTCACCAATG

８７７

　　注:设计好的引物由大连宝生物公司合成,纯化级别为 PAGE
级.

１．２．２　SFTSV RNA 的提取及 SFTSVＧNSs基因

PCR 扩增　SFTSV RNA 按照Invitrogen公司的

TRIzolReagentLS试剂说明书进行的提取,后经反

转录合成病毒cDNA.通过 PCR 扩增得 SFTSVＧ
NSs基因.PCR 程序为９４℃预变性５min;９４℃
变性４５s,５８℃退火４５s,７２℃延伸６５s,扩增３５
个循环;７２ ℃ 延伸１０min.PCR 扩增产物通过

０８％琼脂糖凝胶电泳检测.

１．２．３　重组质粒pSFTSVＧNSsＧFLAG构建和鉴定

将PCR扩增产物进行通过纯化试剂盒进行纯化,并
取适量PCR纯化产物送去公司测序.将纯化得到

的SFTSVＧNSscDNA 片段连接到pFLAGＧCMVＧ３
载体,将连接产物转化大肠杆菌 DH５α感受态细胞

选择生长良好的单克隆扩大培养后进行质粒中量提

取,并用分光光度仪测定提取的质粒浓度,将提取的

重组质粒用EcoRI/BamHI进行双酶切鉴定.

１．３　pSFTSVＧNSsＧFLAG 转染人肾上皮细胞２９３
及相关检测

１．３．１　２９３细胞培养及转染　将２９３细胞以４×
１０５/孔的密度接种到置有爬片的２４孔板中,加入配

好的含１０％胎牛血清的高糖培养基置于３７℃、５％
CO２ 培养箱中培养过夜.次日每孔用５０μLOptiＧ
MEM 稀释２μLPEI转染试剂,轻轻吹吸３~５次

混合均匀,室温放置５min.用５０μL OptiＧMEM
稀释pSFTSVＧNSsＧFLAG质粒０．８μg,同时稀释空

载体pFLAGＧCMVＧ３设置为对照组;将稀释好的质

粒与空载体分别加入到PEI稀释液中,室温放置２０
min.将混合液逐滴加入到２４孔板中,置于３７ ℃
细胞培养箱中培养４８h.分别进行间接免疫荧光

及 WesternBlot检测.

１．３．２　免疫荧光检测　２９３细胞转染 pSFTSVＧ
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NSsＧFLAG质粒４８h后,用４％多聚甲醛固定液固

定１h,PBS洗涤３次.然后０．１％ TritonXＧ１００打

孔１０min,用PBS洗涤３次后再加入含２％ FBS的

PBS封闭液,４ ℃封闭２h.用 PBS洗涤３次后加

入小鼠抗FLAG抗体,３７℃孵育１h.吸掉一抗稀

释液,用PBS洗涤３次,加入二抗 AlexaFlour５９４
goatantiＧmouseIgG (H＋L),３７ ℃孵育１h,PBS
洗涤３次,每孔加入１００μLDAPI溶液室温孵育５
min,PBS洗涤３次,用甘油进行封片,共聚焦显微

镜下观察.

１．３．３　Westernblot检测重组质粒转染的２９３细胞

中SFTSVＧNSs蛋白表达　用细胞裂解液 NPＧ４０提

取转染后２９３细胞的总蛋白,加入 ４×蛋白上样缓

冲液置于沸水浴中加热１０min进行蛋白变性,所得

样本收集置于－２０ ℃冻存备用.蛋白样品回收后

转膜,５％ 脱脂奶粉封闭２h;将小鼠抗FLAG抗体

用１∶５０００比例稀释,４℃ 摇床孵育过夜;然后用

洗膜液５min/次洗膜３次.再以１∶３０００的比例

稀释 HRPＧgoatantiＧmouseIgG (H＋L)作为二抗,
室温摇床孵育１h,再用洗膜液５min/次洗膜３次.
最后用化学发光法分别检测 PVDF膜上 SFTSVＧ
NSs蛋白的表达.

２　结　果

２．１　SFTSVＧNSs基因扩增序列测定　PCR 扩增

产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测.结果如图１,在

８７７bp左右有条带,与预期SFTSVＧNSs基因大小

一致,因此判断SFTSVＧNSs真核表达基因扩增成

功,且条带单一,可以进行PCR产物纯化.

注:１和２均为SFTSVＧNSs目的片段

图１　SFTSVＧNSs基因PCR产物电泳结果

Fig．１　SFTSVＧNSsgenePCRproductelectrophoresisreＧ
sults

２．２　重组质粒构建及测序鉴定　用EcoRI/BamHI
双酶切真核PCR纯化产物和空载体pFLAGＧCMVＧ

３质粒,回收目的片段并连接,用EcoRI/BamHI双

酶切鉴定.电泳显示有和预期大小一致的酶切片

段,证 明 pSFTSVＧNSsＧFLAG 质 粒 构 建 成 功,见

图２.

注:１和２均为pSFTSVＧNSsＧFLAG质粒

图２　EcoRI/BamHI双酶切pSFTSVＧNSsＧFLAG质粒

Fig．２　EcoRI/BamHIdoubledigestionofpSFTSVＧNSsＧ
FLAGplasmid

２．３　免疫荧光检测SFTSVＧNSs基因在２９３细胞中

的定位　pSFTSVＧNSsＧFLAG转染至２９３细胞中,
以抗FLAG标签的单克隆抗体为一抗进行间接免

疫荧光检测.结果如图３所示,转染的２９３细胞质

内检测到荧光聚集的类包涵体样结构,但细胞核内

无表达;而转染pFLAGＧCMVＧ３空载体的细胞未检

测到荧光标记.

注:A 为转染空载体 pFLAGＧCMVＧ３;B 为转染重组质粒 pSＧ

FTSVＧNSsＧFLAG

图３　pSFTSVＧNSsＧFLAG转染细胞间接免疫荧光检测

(２００×)

Fig．３　IndirectimmunofluorescencedetectionofpSFTSVＧ
NSsＧFLAGtransfectedcells(２００×)
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２．４　Westernblot鉴定目的蛋白在２９３细胞中的

表达 　pSFTSVＧNSsＧFLAG 转染至 ２９３ 细胞中,

WesternBlot检测结果如图４所示.由图可见pSＧ
FTSVＧNSsＧFLAG转染后的细胞提取总蛋白的泳

道中在约３３kD处有特异性条带出现,与SFTSVＧ
NSs蛋白预期大小一致,而转染空载体 pFLAGＧ
CMVＧ３的泳道则没有条带.

注:１为转染空载体;２Ｇ４为转染pSFTSVＧNSsＧFLAG质粒

图４　pSFTSVＧNSsＧFLAG转染细胞 WesternBlot检测

Fig．４　pSFTSVＧNSsＧFLAGtransfectedcellsweredetected
byWesternBlot

３　讨　论

布尼亚病毒之所以种类繁多,是由于其基因组

的分节段特性,利于病毒发生基因重排和基因重组,
既可对变化的环境获得适应性突变,也可快速产生

新病毒,增加致病性.基因重排和基因重组本质上

增大了布尼亚病毒对宿主的危害,为布尼亚病毒诊

断、预防及控制加大了难度,从而对人类公共卫生造

成了更大的威胁[１０Ｇ１２].因此,对重要的布尼亚病毒

要求进行深入研究,探究其遗传机制、传播机制及驱

动基因重排的机理,从而为此类病毒的预防与控制

提供理论基础.

SFTSV属于布尼亚病毒科白蛉病毒属,为分节

段的负链 RNA 病毒,病毒颗粒呈球形,直径８０~
１００nm,由厚度５~７nm 的脂质双层覆盖,其表面

有棘突.与其他白蛉属病毒类似,SFTSV基因组分

为L、M、S３个片段,S片段编码核蛋白(NP)和非

结构蛋白(NSs)[１３].BrennanB等[１４]发现SFTSV
病毒致病性的增强是由于 NSs对先天免疫反应的

拮抗作用,并且他们进一步证实编码 NSs核苷酸序

列的某些部分对于重组病毒的回收可能是至关重要

的.在体内环境中,SFTSVＧNSs拮抗IFN 反应的

能力可能限于I型干扰素诱导和信号传导.NSs蛋

白可以在感染和转染的细胞中形成病毒样结构

(VLS),受感染细胞中的结构蛋白可能与病毒 RNA
相互作用[１５].本研究通过转染构建的病毒重组质

粒,经免疫荧光检测也观察到类包涵体样结构,与其

研究结果一致.以上数据表明 NSs也可能在病毒

复制中发挥重要作用[１７].另外,有研究表明,NSs

蛋白可能在病毒复制中发挥重要作用,但具体作用

机制尚不清楚.本研究通过构建SFTSVＧNSs真核

表达体pSFTSVＧNSsＧFLAG并将其转染２９３细胞,
进而通过研究重组质粒在细胞中的表达情况,为进

一步研究 SFTSVＧNSs基因的结构和功能奠定基

础,以期为研究SFTSV 在感染细胞过程中与宿主

的相互作用提供新思路.
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